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Sumario

O objetivo deste trabalho foi identificar espécies de Staphylococcus (n=100) isoladas
de mastite em rebanhos bovinos do Estado de Minas Gerais. Para esta finalidade
foram utilizadas reagcées de PCR empregando oligonucleotideos iniciadores descritos
anteriormente para amplificar genes especificos de S. aureus (femA), S. intermedius
(rDNA 16S) e S. hyicus (rDNA 16S-23S) e o sequenciamento do rDNA 16S. De
acordo com as reagdes de PCR, 83 isolados foram identificados como S. aureus, 13
isolados como S. intermedius, dois como S. hyicus e dois isolados ndo foram
identificados. Foram submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S seis isolados
identificados como S. aureus e os 17 restantes. Os seis isolados identificados como
S. aureus confirmaram essa identificacdo. Dos outros 17 isolados, 13 foram
identificados como S. chromogenes e quatro como S. hyicus, com similaridade igual
ou superior a 99%. Baseando-se nos resultados da reagdo de PCR do gene femA e
do sequenciamento do rDNA 16S, foram identificados 83 S. aureus, 13 S.
chromogenes e quatro S. hyicus. Neste estudo os oligonucleotideos iniciadores
empregados na reagao de PCR para S. intermedius nao foram especificos, pois
amplificaram também S. chromogenes; e os empregados na reacéo de PCR para S.
hyicus ndo foram sensiveis, pois falharam na identificagdo de dois isolados de S.
hyicus. A identificacao definitiva das duas ultimas espécies somente foi possivel pelo

sequenciamento do rDNA 16S.

TERMOS DE INDEXAGAO: Estafilococos coagulase positivos, estafilococos
coagulase negativos, infeccdo intramamaria, Staphylococcus aureus, S.

chromogenes, S. hyicus.
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mastite bovina. Entre as espécies mais frequentemente isoladas, S. aureus é um
patdgeno primario, responsavel por infecgdes clinicas e subclinicas e altas contagens
de células somaticas (CCS) no leite (National Mastitis Council 2004). Duas outras
espécies coagulase positivas, S. hyicus e S. intermedius tém sido relatadas como
causas de mastite, mas s&do encontradas menos frequentemente nos rebanhos
leiteiros (Hodges et al. 1984, Roberson et al. 1996, Capurro et al. 1999, Gianneechini
et al. 2002). As demais espécies de Staphylococcus, classificadas como coagulase
negativas, sdo consideradas patdgenos secundarios. O grupo dos Staphylococcus
coagulase negativos compreende cerca de 40 espécies e subespécies (Bannerman
2003), cuja identificagao completa depende de muitos testes fenotipicos ou de testes
moleculares, nem sempre disponiveis na rotina do diagndéstico microbiolégico. A
presenca de estafilococos coagulase negativos na glandula mamaria esta,
geralmente, associada a quadros moderados de inflamagao. Entretanto, em rebanhos
com baixa CCS essas bactérias contribuem para o aumento da CCS do leite total do
rebanho (Schukken et al. 2009).
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A taxonomia do género Staphylococcus foi melhor esclarecida nos ultimos anos
gragas ao emprego de técnicas de biologia molecular que permitiram relacionar ou
comparar os resultados dos testes fenotipicos e genotipicos. Novas espécies foram
descritas (Foster et al. 1997, Devriese et al. 2005) e reclassificagcbes ocorreram
(Sasaki et al. 2007). Entre esses métodos, a analise comparativa da sequéncia de
determinados genes de macromoléculas conservadas tem sido empregada para a
classificagdo de microrganismos. Um exemplo dessas macromoléculas € o RNA
ribossomal, essencial para a sobrevivéncia dos organismos, e altamente conservado
entre as bactérias. O sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S tem sido
extensivamente usado com finalidade taxonémica e filogenética (Becker et al. 2004) e

€ considerado o método de referéncia para a identificagdo bacteriana (Nolte &
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Information (NCBI) e Ribosomal Differentiation of Microrganisms (RIDOM) (Becker et
al. 2004).

O objetivo deste trabalho foi identificar espécies de Staphylococcus isoladas de
mastite bovina no Estado de Minas Gerais, presuntivamente identificadas como
Staphylococcus coagulase positivos. Para esta finalidade foram utilizadas reag¢des de
PCR para amplificar genes especificos das espécies S. aureus, S. intermedius e S.

hyicus e o sequenciamento do rDNA 16S.

MATERIAL E METODOS
Isolados bacterianos

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Leite,
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/ MG. Foram analisados 100 isolados de
Staphylococcus spp. oriundos de vacas bovinas com mastite clinica ou subclinica,
presuntivamente identificados como coagulase positivos. Os isolados se originaram
de um estudo anterior, realizado em propriedades leiteiras de diferentes municipios
do Estado de Minas Gerais, nos anos de 2002 e 2003 (Souza et al. 2009). As
bactérias foram classificadas no género Staphylococcus de acordo com as
caracteristicas das coldnias em agar-sangue, morfologia e coloragdo de Gram, teste
de catalase, Voges- Proskauer (produgao de acetoina) e coagulase (NMC 2004). As
bactérias permaneceram estocadas a -200C e a -800C em meio contendo leite em po6

desnatado e glicerol até o momento dos testes moleculares.
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intermedius. Para identificacdo de S. aureus foram usados oligonucleotideos
descritos por Mehrotra et al. (2000), que amplificam um fragmento do gene femA, de
132 pares de bases (pb). Para a identificacdo de S. intermedius foram usados
oligonucleotideos descritos por Wakita et al. (2002), que amplificam um fragmento do
rDNA 16S, de 901 pb.

E para a identificacdo de S. hyicus foram usados oligonucleotideos descritos por
Forsman et al. (1997), que amplificam um fragmento do rDNA 16S-23S, de 250 pb. A
extracao de DNA das culturas foi realizada de acordo com Hesselbarth & Schwarz
(1995). O DNA foi quantificado em espectrofotometro (GeneQuantpro, Amersham

Biosciences) e as quantidades ajustadas para a reagéo de PCR (50-100 ug/ul).

Para a amplificagdo do gene femA, as reag¢des foram incubadas a 940C por 4 min.,
submetidas a 5 ciclos de 940C por 45 seg., 560C por 45 seg. e 720C por 45 seg.; 20
ciclos de 720C por 45 seg., 940C por 45 seg. e 720C por 45 seg.; e uma extensao
final de 720C por 5 min. Para amplificagéo dos genes rDNA 16S e rDNA 16S-23S, as
reacdes foram incubadas a 940C por 5 min., submetidas a 25 ciclos de 940C por 1
min., 530C por 1 min. e 720C por 1 min. e 30 seg., com uma extenséo final de 720C
por 10 minutos. A reagbes foram realizadas em termociclador (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems) e os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados apds eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados com solugéo
de brometo de etidio (0,005%, p/v). O registro das imagens foi feito em

fotodocumentador (Eagle Eye Il, Stratagene).
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As cepas-padrao S. aureus ATCC 51651, S. hyicus ATCC 11249, S. intermedius
ATCC 29663, S. capitis ATCC 35661, S. epidermidis ATCC 12228, S. gallinarum
700401, S. haemolyticus ATCC 29970, S. lentus ATCC 700403, S. lugdunensis ATCC
49576, S. saprophyticus ATCC 15305, S. sciuri ATCC 29061, S. simulans ATCC
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Sequenciamento do rDNA 16S

Foram submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S seis isolados identificados como
S. aureus (pelo PCR do gene femA) e todos os isolados nao identificados como S.

aureus. As cepas- padrao citadas acima foram usadas como controles.

O DNA bacteriano foi extraido como citado anteriormente. O DNA foi amplificado por
PCR com os oligonucleotideos 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e 5'-
GTATTACCGCGGCTG CTG-3', que amplificam um produto de 536 pb. O programa
de PCR iniciou-se com uma etapa de desnaturacéo de 5 min., seguida de 35 ciclos
de 95°C por 30 seg., 550C por 30 seg. e 740C por 2 min., com uma extensao final de
740C por 5 min. Os produtos obtidos foram purificados com um kit de purificacao
(illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), de acordo com as especificagdes do fabricante. Uma aliquota
de 200ng do DNA purificado foi usada como matriz para as reagdes de
sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit de sequenciamento DYEnamic™ ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, NYSE, Germany) e 0,5uM do
mesmo oligonucleotideo utilizado para a reagcdo de PCR. As reacgbes de
sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no equipamento
MegaBACE 1000 DNA sequencer (GE Healthcare, NYSE, Germany) e submetidas a
6 kV por 160 min. As reacbes foram preparadas separadamente com os dois
oligonucleotideos iniciadores de modo a se obter duas sequéncias para cada amostra

analisada.
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Os pares de sequéncias foram editados e reunidos utilizando- se o software SegqMan
(LaserGene package, DNASTAR). As sequéncias resultantes foram comparadas com

sequéncias bacterianas depositadas na base de dados do NCBI.
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As reagdes de PCR para amplificacdo dos genes femA (Staphylococcus aureus),
rDNA 16S (S. intermedius) e rDNA 16S-23S (S. hyicus) foram inicialmente
estabelecidas com as cepas-padrao citadas no Material e Métodos. Apresentaram
produtos de amplificacdo especificos para os genes citados acima S. aureus ATCC
51651, S. intermedius ATCC 29663 e S. hyicus ATCC 11249, respectivamente.

Dos 100 isolados, 83 apresentaram um produto de amplificagdo (132 pb) na reagao
de PCR para S. aureus, enquanto que 17 isolados nao apresentaram nenhum
produto de amplificagdo nesta reacdo. Treze isolados apresentaram um produto de
amplificacdo de 901 pb na reagédo de PCR para identificar S. infermedius (87 isolados
foram negativos). Dois isolados apresentaram um produto de amplificagdo especifico
de 250 pb na reacdo de PCR para identificar S. hyicus, além de um fragmento
inespecifico de cerca de 400 pb, cuja ocorréncia também foi relatada por Forsman et
al. (1997). Os demais isolados (n=98) foram negativos nesta reagdao. Resumindo,
pelas reagdes de PCR, 83 isolados foram identificados como S. aureus, 13 isolados
como S. intermedius, dois como S. hyicus e dois isolados ndo foram identificados
(Quadro 1).

Quadro 1. Resultados dos testes usados na identificagdo de bactérias do género

Staphylococcus isoladas neste estudo.
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apresentaram resultado positivo na prova da coagulase em tubo e 77 deles (93%)
apresentaram resultado positivo no teste de Voges-Proskauer. Nenhum isolado de S.
chromogenes e S. hyicus foi positivo no teste de Voges-Proskauer, confirmando a

importancia deste teste na identificacdo fenotipica de S. aureus.

Em virtude da coincidéncia dos resultados dos testes fenotipicos e do PCR do femA,
seis isolados foram submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S para a confirmacao
da identidade. Os 17 isolados restantes, n&o identificados como S. aureus, foram
também submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S, além das 14 cepas-padrao
citadas anteriormente. O sequenciamento confirmou a identificacdo dos seis isolados
de S. aureus. Treze isolados foram identificados como S. chromogenes e quatro

isolados como S. hyicus.

A identidade das quatorze cepas-padrao incluidas neste estudo também foi
confirmada pelo sequenciamento. Cada isolado foi relacionado a uma espécie de
acordo com o menor valor E (E-value) e a maior similaridade. Todos os isolados
apresentaram similaridade maior ou igual a 99%. Apenas um isolado apresentou o

valor E diferente de zero (a cepa-padrao S. intermedius ATCC 29663).

No fragmento de 536 pb sequenciado, o numero de pares de bases diferentes entre
as espécies avaliadas variou de 6 a 28. Entre S. aureus e S. hyicus houve diferenga
em 22 pares de bases, entre S. aureus e S. intermedius (cepapadrdo) foram
encontradas diferencas em 28 pares de bases e entre S. aureus e S. chromogenes,
em 23 pares de bases. Entre S. hyicus e S. intermedius (cepa-padrao) foram
encontradas diferengas em seis pares de bases, entre S. hyicus e S. chromogenes,
em nove pares de bases e entre S. intermedius (cepa-padrao) e S. chromogenes,
também uma diferenga em nove pares de bases. Concluindo, entre S. aureus e as
outras trés espécies (S. hyicus, S. chromogenes e S. intermedius) o numero de pares
de bases nao coincidentes foi maior do que 20, enquanto que entre as espécies S.
hyicus, S. chromogenes e S. intermedius o numero de pares de bases nao
coincidentes foram de seis a nove. Portanto, neste fragmento de 536 pb, houve uma

grande similaridade entre S. hyicus, S. intermedius e S. chromogenes.

Link recomendado @

https://pt.engormix.com/pecuaria-leite/artigos/uso-pcr-sequenciamento-rdna-t38480.htm

Iniciar sessao

7114


https://pt.engormix.com/marketing/anunciar/
https://pt.engormix.com/agrifirm-brasil/sh243.htm?src_ga=50
https://pt.engormix.com/member_login.aspx?action=login
https://pt.engormix.com/

28/06/2023, 16:25 Uso de PCR e sequenciamento do rDNA 16S para identificagdo de bactérias do género Staphylococcus isoladas de mastite...

Pecuaria de leite Q

Com a identificacdo da espécie S. chromogenes pelo sequenciamento do rDNA 16S,
a prova da coagulase em tubo foi refeita para estes isolados, confirmando a
positividade em alguns deles. Nestes ultimos isolados devera ser pesquisada a
atividade de coagulagdo, que pode também ser causada por interferéncia de
proteases, conforme estudos realizados por Wegrzynowicz et al. (1979), Chomarat &
Flandrois (1984) e Vandenesch et al. (1994).

Comparando os resultados do sequenciamento com os das reacbes de PCR, a
reacdo de PCR para S. intermedius identificou corretamente a cepa-padrdo S.
intermedius ATCC 29663 e nao identificou as outras cepas-padrdo, entretanto
produtos de amplificagdo de 901 pb foram obtidos de todos os isolados identificados
como S. chromogenes pelo sequenciamento. A reagdao de PCR para S. hyicus
amplificou a cepa-padrdo S. hyicus ATCC 11249 e nao amplificou as outras cepas-
padrdao. Produtos de amplificacdo de 250 pb foram obtidos com dois isolados
identificados como S. hyicus pelo sequenciamento. Entretanto, falhou em identificar
outros dois isolados identificados como S. hyicus pelo sequenciamento. Portanto
neste estudo os oligonucleotideos iniciadores descritos por Wakita et al. (2002) para
S. intermedius nao foram especificos, pois amplificaram também S. chomogenes; e
0os empregados para S. hyicus (Forsman et al. 1997) ndo foram sensiveis, pois

falharam na identificagcao de dois isolados de S. hyicus.

O isolamento de S. chromogenes esta de acordo com resultados encontrados por
Birgersson et al. (1992), Aarestrup & Jensen (1997), Taponen et al. (2006, 2008),
Gillespie et al. (2009) e Sampimon et al. (2009), que mostraram a disseminagéo deste
agente em rebanhos bovinos. De acordo com Pyérala & Taponen (2009) S.
chromogenes e S. simulans sdo atualmente os estafilococos coagulase negativos

mais frequentemente isolados de mastite bovina.
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et al. (2009), todos em rebanhos bovinos. Em estudos mais antigos (anos 80) S.
hyicus era isolado com maior frequéncia, que pode ter sido em decorréncia de uma
identificacdo errbnea por causa dos sistemas propostos na época (Bes et al. 2000),
ou pelo fato de S. chomogenes ser caracterizado na época como S. hyicus (S. hyicus

subsp. chromogenes) (Sampimon et al. 2009).

CONCLUSOES

Foram identificadas as espécies Staphylococcusaureus, S. hyicus e S. chromogenes

dos 100 isolados de Staphylococcus spp. analisados.

S. aureus foi identificado por PCR do gene femA e a identificagao foi confirmada pelo

sequenciamento do rDNA 16S.

As reacdes de PCR para identificar S. intermedius e S. hyicus, utilizando
oligonucleotideos descritos na literatura, ndo foram eficientes para identificar estas

especies.

Os isolados ndo identificados como S. aureus foram identificados como S.

chromogenes e S. hyicus pelo sequenciamento do rDNA 16S.

A identificacdo definitiva das duas ultimas espécies somente foi possivel pelo

sequenciamento do rDNA 16S.
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